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ABSTRACT
Background: Mycobacterial antigens released as PIM, LM, LAM, lipoproteins and other 
cellular factors may contribute to macrophage and dendritic cell activation through 
pattern recognition receptors such as TLRs. In this study, we assessed cytokine pro-
duction and ERK activation with stimulation of several major mycobacterial antigens. 
Methods: Purified mycobacterial antigens (10, 22, 30, 38kDa) and recombinant antigens 
(6, 16, 19, 38kDa, Ag85A antigen) were studied. The production of cytokines (TNF-α, 
IL-12, IL-6) was measured by ELISA. The ERK activation was detected by western 
blotting. The expression of TLR2 or TLR4 was measured by flow cytometry. Results:
Among purified antigens only 30kDa antigen induced production of IL-6 or TNF-α
in THP-1 macrophage cells. When THP-1 macrophage cells were treated with 30kDa 
antigen, phosphorylation of ERK was detected. ERK activation also occurred in TLR2 
transfectant HEK293 cells with 30kDa antigen stimulation. Conclusion: 30kDa antigen 
is one of the major mycobacterial antigens inducing cytokine production and MAP 
kinases phosphorylation in macrophages. (Immune Network 2007;7(1):26-30)
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서      론
  결핵균으로 인한 감염을 숙주가 방어하기 위해 선천
면역반응과 적응면역반응이 필요하게 되는데(1), 대식세
포는 체내에 들어온 병원균에 대해 가장 먼저 면역반응
을 유발하는 면역세포로서 선천면역을 담당한다. 활성
화된 대식세포는 다양한 세포독성 단백을 분비하고 병
원균, 바이러스 감염 세포, 암 세포, 세포 내 세균을 제거
하며, MHC class II 분자를 다량 발현하여 효과적인 항원
전달세포 역할을 한다(2-4). 
  뿐만 아니라 폐결핵 환자에서 분리한 균에 감염된 폐
포 대식세포는 몇몇의 cytokine과 chemokine을 분비하여 
빠른 시간 내에 단핵구를 병변부위로 모여들게 한다
(5,6). 이러한 단핵구에서 분화된 수상돌기세포는 결핵균 
세포벽 성분이나 결핵균 항원 자극에 의해 성숙과정을 
거쳐 동시자극분자의 발현도 증가되고 항원전달 능력이 
향상되어 숫(naïve) T세포를 활성화시킴으로써 적응면역
반응을 유도한다(7). 생체 내에서 수상돌기세포가 결핵
균에 대한 선천면역과 적응면역을 유도하는 숙주의 주
요세포이고(8), 수상돌기세포의 성숙과정이 선천면역반
응에 관여하는 세포에 발현되는 toll-like receptor (TLR)
을 매개하여 일어남이 보고되었다(9,10). 
  대식세포를 활성화시키는 항산균 항원은 여러 종류가 
있다. 항산균 세포벽 glycolipid인 lipoarabinomannan (LAM)
과 mannosylated phosphatidylinositol (PIM)은 TLR2를 통
하여 대식세포를 활성화시키며(3) 마우스 대식세포주인 
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RAW 264.7 세포에서 결핵균 항원인 LAM, STF, PIM 등
이 NF-κB, AP1 및 MAP kinase를 급속하게 활성화시킨
다는 보고가 있다(4). 또한 항산균 19kDa 지질단백은 사
람 단핵세포에서 IL-12p40를 더 많이 유도하는 반면 
20kDa 및 38kDa 단백항원은 TNF-α와 IL-6을 생성을 주
로 유도하였다(11). 
  본 연구에서는 결핵균 단백항원 중에서 대식세포를 
활성화시키는 항원이 어떠한 것인지 확인하고 이들 항
원의 대식세포 활성화 기전을 파악하고자 하였다.
재료 및 방법
세포주 배양. 사람 대식세포주인 THP-1은 American Type 
Culture Collection에서 분양받았다. 세포는 10% 우태아
혈청(fetal bovine serum: FBS, Jeil Biotechservices Inc., 
Daegu, Korea)이 포함된 RPMI 1640배지(0.1 M sodium 
pyruvate, 2 mM penicillin, 50μg/ml streptomycin; Life tech-
nologies 포함) 및 5% CO2, 37oC incubator에서 배양하였
다. 대식세포로 분화시키기 위해 100 ng/ml의 PMA 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)를 24시간 처리하였다. 
TLR2 transfectant cell은 human embryonic kidney (HEK) 
293 cell에 사람 TLR2 (HEK/TLR2/CD14) 유전자를 trans-
fection한 세포(Invivogen, San Diego, CA)를 구입하여 사
용하였다. HEK293-TLR2 transfectant cell 배지로는 Dul-
becco’s modified Eagle’s medium에 blasticidin (10μg/ ml), 
normocin (100μg/ml), 10% 우태아혈청을 첨가하여 사용
하였다. 
결핵균 단백항원. 정제단백인 10kDa, 22kDa, 30kDa, 
38kDa 항원과 합성된 6kDa, 16kDa, 19kDa, 38kDa, Ag85A 
항원을 사용하였다. Salmonella minnesota에서 분리한 50 
ng/ml의 LPS (lipopolysaccharide; 지다당류, Sigma, St. 
Louis, MO, USA)와 Bacillus subtillis에서 분리한 10μg/ 
ml의 LTA (lipoteichoic acid, Sigma, St. Louis, MO, USA) 
는 각각 TLR4와 TLR2를 자극하기 위한 positive control
로 사용하였다. 
유세포 분석. 세포를 인산완충액으로 2회 세척한 후 세
포표면에 FITC-TLR4 (clone HTA125; Santa Cruz) 및 
PE-TLR2 (clone TL2.1; Santa Cruz) 단클론항체(20μl/1 ×
106 cell)로 얼음에서 30분간 반응시켜서 직접형광염색을 
하였다. 결과는 FacsCalibur (BD Bioscience)를 사용하여 분
석하였으며 총 20,000개의 세포를 측정한 후 WinMDI 2.8 
(Joseph Trotter, Scripps Research Institute, San Diego, CA, 
USA)을 이용하여 결과를 해석하였다.
ELISA. 대식세포 배양액에 포함된 cytokine을 측정하기 
위해서 ELISA를 수행하였다. 항-cytokine 포획항체(BD 
Sciences)를 coating buffer (0.1M carbonate, pH 9.5)에 250
배 희석하여 microtiter plate (Costar, Acton, MA, USA)에 
분주하고 4oC에서 하룻밤 동안 부착시킨 후, 0.05% 
tween 20이 함유된 인산완충액으로 3회 세척하고 10% 
소혈청알부민이 포함된 인산완충액으로 차단시켰다. 
10% 소혈청알부민-인산완충액으로 2배로 희석시킨 세
포배양액은 포획항체가 부착된 평판의 각 well에 분주한 
후 37oC에서 2시간 반응시킨 후 0.05% Tween 20이 함유
된 인산완충액으로 5회 세척하였다. 검출항체에 biotin이 
부착된 항-사람 IL-6 항체, 항-TNF-α 항체 또는 항-IL-12 
항체와 horseradish peroxidase (HRP)-conjugated streptavidin 
(1：1의 비율)을 10% 소혈청알부민-인산완충액으로 250
배 희석하여 각 well에 첨가한 후 37oC에서 1시간 반응시
켰다. 그 후 0.05% Tween 20이 함유된 인산완충액으로 
7회 세척한 후에 tetramethyl benzidine와 hydrogen pe-
roxide의 혼합액을 각 well에 첨가한 후에 어두운 상온에
서 20분간 반응시키고 2N H2SO4용액으로 발색반응을 정
지시켰다. Optical density는 microplate reader (Molecular 
Devices, Sunnyvale, CA, USA)를 이용하여 450 nm 파장에
서 측정하였다. 분비된 cytokine의 양은 사람의 재조합형 
IL-6, TNF-α의 표준곡선으로부터 유추하여 계산하였다.
Western blotting. 사람 대식세포주인 THP-1과 HEK293- 
TLR2 transfactant cell에 15, 30, 40분간 결핵균 항원 자극
을 준 후 ERK (extracellular signal-regulated kinase) 인산
화를 측정하였다. 인산완충액으로 세척한 세포를 NP-40 
lysis buffer (protease inhibitor가 포함된 25 mM Tris-HCl, 
137 mM NaCl, 3 mM KCl, 1%NP-40)로 깨서 13,000 rpm
에서 15분간 원심 분리하여 상청액의 단백을 얻었다. 단
백의 농도는 Bradford protein assay (Bio-Rad, Hercules, CA, 
USA)로 정량하였고 총단백에서 40～50μg을 취하여 12% 
SDS-PAGE를 통하여 전기영동 하였다. 그 후 nitrocel-
lulose membrane (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, 
NJ, USA)에 옮겨서 5% 탈지분유로 실온에서 2시간 동안 
차단시킨 후 0.05% tween-20이 함유된 인산완충액으로 
2회 세척하였다. 항-phospho-ERK 다클론항체(Cell Signa-
ling Technology, Beverly, MA, USA)를 사용하여 5% 탈지
분유에 1：1,000의 비율로 항체를 붙여서 4oC에서 하룻
밤 동안 반응시켰다. 그 후 0.05% tween-20이 함유된 인
산완충액으로 5분씩 3회 세척한 후에 5% 탈지분유에 
1：5,000의 비율로 희석한 이차항체인 HRP-conjugated 
goat anti- rabbit IgG (Jackson Immuno Research, Baltimore, 
MD, USA)와 4oC에서 1시간 동안 반응시키고 PBST로 10
분간 3회 세척한 후 west save (Lab Frontier, Seoul, Korea)
를 사용하여 발광반응을 측정하여 x-ray film에 노출시켜
서 현상하였다.
결      과
사람 대식세포주 THP-1에서 TLR 분자의 발현. THP-1 
세포는 미성숙 단핵세포에서 유래된 세포로서 대식세포
로 분화시키기 위하여 PMA를 처리한 후 사용하였다. 단
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Figure 2. Cytokine production in 
THP-1 cells by mycobacterial anti-
gens. THP-1 cells were treated with
10μg/ml of purified mycobacterial 
antigens (10, 22, 30, 38kDa) or re-
combinant mycobacterial antigens 
(6, 16, 19, 38, Ag85A) for 48 hrs.
TNF-α and IL-12 in the culture 
supernatants were measured by ELI-
SA. LTA (10μg/ml) was used as 
positive control. (A) TNF-α, (B) 
IL-12.
Figure 1. TLR expression on 
THP-1 cells. THP-1 cells were 
treated with 100 ng/ml of PMA for 
24 hrs. The expression of TLR2 or
TLR4 was measured by direct 
staining by anti-TLR2 antibody or 
anti-TLR4 antibody. Total 20,000 
cells were analyzed. The result is 
the representative result from three
independent experiments. Control 
IgG, isotype control antibody.
핵세포 상태의 THP-1 세포와 대식세포로 분화시킨 
THP-1 세포 표면의 TLR2 및 TLR4 분자 발현을 비교하
였다. 그 결과 PMA로 분화시킨 THP-1 세포에서 TLR2 
및 TLR4 분자가 더 많이 발현하였다(Fig. 1).
사람 대식세포주 THP-1에서 결핵균 항원에 의한 cyto-
kine 생성. 결핵균 항원으로 자극된 대식세포에서 cytokine 
생성을 관찰하기 위하여 THP-1 세포를 결핵균 정제단백
항원(10, 22, 30, 38kDa)과 재조합항원(6, 16, 19, 38kDa 
항원, Ag85A)으로 자극하였다. 그 결과 결핵균 정제단백
항원 중에서는 30kDa항원만이 TNF-α 생성을 유도하였
다(Fig. 2A). 재조합항원의 경우 19kDa을 제외한 4종류의 
항원이 TNF-α 생성을 유도하였다(Fig. 2A). IL-12는 정
제단백항원과 재조합항원 모두에서 유도되지 않았다
(Fig. 2B).
사람 대식세포주 THP-1에서 결핵균 30kDa항원 자극
에 따른 cytokine 생성. THP-1 세포의 cytokine 생성 실험
에서 사용한 4종류의 결핵균 정제단백항원 중에서 유일
하게 THP-1 세포를 자극한 30kDa항원을 대상으로 항원 
농도에 따른 TNF-α와 IL-6 생성을 관찰하였다. ELISA
를 통하여 THP-1 세포 배양 상청액의 cytokine 생성을 측
정한 결과, 30kDa항원 양이 증가함에 따라 TNF-α와 
IL-6의 생성이 증가하였다(Fig. 3). 
결핵균 30kDa항원이 ERK 활성화에 미치는 영향. 30kDa 
항원 자극에 의하여 THP-1세포에서 ERK의 인산화가 일
어나는지를 확인하기 위해 항-phosphor-ERK항체를 이용
하여 western blotting을 실시하였다. Positive control인 
LPS, LTA 및 30kDa항원을 처리한 후 15, 30, 40분 후 총
단백을 얻었다. ERK 인산화를 측정한 결과 30kDa항원
을 자극하였을 때 40분 후 THP-1 세포의 ERK 인산화가 
증가되었다(Fig. 4). HEK293-TLR2 transfactant 세포주에
서도 LPS, LTA 및 30kDa항원을 처리한 후 ERK의 인산
화를 측정하였는데 30kDa항원을 처리한 15분 후에 ERK
의 인산화가 관찰되었다가 30분에 감소되었다(Fig. 5).
고      찰
  항산균 항원은 면역반응을 활성화시키기도 하고 억제
하기도 하는 다양한 항원의 집합체로 구성되어 있다. 항
산균 19kDa 지질단백은 TLR2 ligand로 알려져 있으며 숙
주 세포의 apoptosis를 유도하고 nitric oxide를 생성하여 
면역반응을 증가시키는 반면 MHC class II 분자의 down- 
regulation시키기 때문에 항원전달을 감소시킨다(12). 
19kDa 지질단백은 사람 단핵세포주에서 IL-12p40를 더 
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Figure 3. Dose-dependent cytokine 
production in THP-1 cells by 30kDa
antigen. THP-1 cells were treated 
with 20, 40, 80μg/ml of 30kDa 
antigen for 48 hrs. TNF-α and 
IL-6 in the culture supernatants were
measured by ELISA. LPS (50 ng/
ml) and LTA (10μg/ml) was used
as positive control. The result is the
representative result from three in-
dependent experiments. (A) TNF-
α, (B) IL-6.
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Figure 4. ERK activation in THP-1 cells by 30kDa antigen. 
THP-1 cells were treated with 10μg/ml of 30kDa antigen for 
15, 30, 40 min. Total protein was prepared and western blot was
done with anti-phospho-ERK antibody. LPS (50 ng/ml) and 
LTA (10μg/ml) was used as positive control.
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Figure 5. ERK activation in TLR2 transfectant cells by 30kDa
antigen. HEK293 cells expressing TLR2 were treated with 10μg/
ml of 30kDa antigen for 15, 30, 40 min. Total protein was 
prepared and western blot was done with anti-phospho-ERK 
antibody. LPS (50 ng/ml) and LTA (10μg/ml) was used as 
positive control.
많이 유도하는 반면 20kDa 및 38kDa 단백항원은 TNF-α
와 IL-6을 생성을 유도한다(11). 결핵에 대한 면역반응을 
이해하고 나아가서 백신 개발 등을 전제로 하여 여러 종
류의 항산균 항원에 의한 면역조절 연구가 활발하다. 
  본 연구에서는 사람 대식세포주인 THP-1 세포를 대상
으로 결핵균 단백항원들에 대한 cytokine 생성을 관찰한 
결과 정제단백항원 중에서는 30kDa 항원이 TNF-α 생성
을 유도하였으며 재조합항원 중에서는 6, 16, 38kDa 항
원과 Ag85A가 TNF-α 생성을 유도하였다. 재조합항원
의 경우 대장균에서 생성하기 때문에 단백 분리 과정에
서 포함될 수 있는 대장균 유래 LPS의 가능성을 배제하
기가 용이하지 않았다. 그리하여 이후의 실험에서는 
30kDa 항원을 중심으로 전개하였다. 30kDa 결핵균 항원
은 IL-12 또는 IL-18 등의 cytokine을 유도하는데 결핵에 
감염된 환자에서는 30kDa 항원에 대한 반응이 저하되어 
있다가 결핵 치료 후에는 정상으로 회복된다(13,14). 사
람 단핵구를 30kDa 항원으로 자극하면 TNF-α를 생성하
는데 TNF-α는 항산균 육아종(granuloma)의 형성에 중요
한 역할을 하고 대식세포 활성화인자로 작용하여 결핵
균을 포함한 세균 성장을 저해하기 때문에 30kDa 항원
(Ag85B)이 면역력을 보완하는 기능이 있는 것으로 제시
되었다(15). 
  본 연구에서 대식세포주인 THP-1 세포를 결핵균 30kDa 
항원으로 자극하였을 때 MAP kinase member인 ERK가 
TLR2의 배위자인 LTA나 TLR4의 배위자인 LPS에 대한 
반응만큼 강하게 활성화되는 것으로 보아 30kDa항원도 
MAP kinase 경로를 통하여 대식세포를 강하게 활성화시
킴으로써 숙주의 면역반응 유도에 관여하는 것으로 추
정된다. 결핵균 30kDa 항원은 Ag85 complex로도 알려져 
있는데 결핵균 배양액에서 검출되는 단백으로 Ag85A, 
Ag85B, Ag85C의 세 가지 종류로 구분되고, 결핵균뿐 아
니라 모든 항산균에서 관찰된다(16). Ag85A, Ag85B, Ag-
85C간의 일부 상이한 유전자 sequence 차이는 Ag85 gene 
family가 조상 유전자의 duplication에 의해서 mycobacterial 
species로 나누어지기 전에 생성된 것으로 알려져 있다
(17). 또한 Ag85A는 M. tuberculosis나 Mycobacterium leprae 
(18), Mycobacterium bovis BCG-vaccinated mice (19)에 감
염된 후 T 세포 증식을 강력하게 유도하며 IFN-γ생성을 
유도시키는 항원으로 보고되어 있고 그로 인하여 Ag85A
와 Ag85B가 현재 결핵균의 subunit 백신의 가장 강력한 
후보분자로 제시되어 있다. 본 연구에서 TLR2를 발현하
는 HEK293 세포에서 30kDa 항원이 ERK 활성화를 유도
하였다. PMA로 자극한 THP-1 세포에서는 TLR2 발현이 
높게 검출되기 때문에 THP-1 세포의 결과와 TLR2를 발
현하는 HEK293 세포의 결과를 비교하면 30kDa 항원이 
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TLR2를 통하여 ERK 활성화 등의 신호전달을 보낼 가능
성이 추정되지만 이는 추후 연구가 더 필요하다고 생각
한다.
  결론적으로 본 연구에서는 결핵균 정제단백항원인 
30kDa 항원이 대식세포에서 ERK의 활성화를 유도하고 
TNF-α 및 IL-6 생성을 유도하는 것을 확인함으로써 숙
주 면역반응 유발과 결핵 백신 개발에서 중요한 역할을 
할 것으로 제시한다.
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